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RESUMEN

El contenido de ADN nuclear en tejido foliar de tres poblaciones
silvestres de Agave angustifolia y dos de Agave rhodacantha del muni-
cipio de Nacori Chico, Sonora, México, se determiné mediante cito-
metria de flujo. Todos los especimenes en las dos especies fueron di-
ploides 2n = 2x = 60). El contenido promedio 2C-ADN nuclear fue
de 8.499 pg (1Cx = 4165 Mpb) en A. angustifolia y de 8.415 pg (1Cx
= 4124 Mpb) en A. rhodacantha. El contenido promedio 2C-ADN de
las tres poblaciones de A. angustifolia y una de A. rhodacantha (El
Bajio) fueron iguales, pero estadisticamente diferentes de la poblacién
de Los Mochomos de A. rhodacantha. Los cariotipos de las poblacio-
nes de A. angustifolia de Los Mochomos y El Chorro, mostraron el
mismo citotipo (48m + 2sm + 6st + 4t), el cual fue diferente en El
Bajio (42m + 4sm + 10st + 4t). Las dos poblaciones de A. rhoda-
cantha tuvieron el mismo cariotipo (40m + 6sm + 4st + 10t). La
longitud total del genoma (LTG) y el indice de asimetria (TF %) va-
riaron significativamente entre las poblaciones de las dos especies de
agave, con excepcion de LTG entre las poblaciones de A. rhoda-
cantha. Los valores de LTG fueron mayores en A. rhodacantha que
en A. angustifolia y en TF % ocurrié lo contrario. Estos resultados se
consideran basicos para el desarrollo de estrategias biotecnoldgicas y
mejoramiento genético de estas especies.

Palabras clave: Agave angustifolia, A. rhodacantha, citometria de
flujo, contenido de ADN nuclear, cariotipo, citotipo.

SUMMARY

The nuclear DNA content of leaf tissue from three wild popula-
tions of Agave angustifolia and two of Agave rhodacantha from Nacori
Chico county in Sonora state, was determined by flow cytometry. All
specimens studied in both species were diploids (2n = 2x = 60). The
mean 2C nuclear DNA content was 8.499 pg (1Cx = 4165 Mbp) in A.
angustifolia, and 8.415 pg (1Cx = 4124 Mbp) in A. rhodacantha. The
mean 2C-DNA content among the three populations of A. angustifolia
and one of A. rhodacantha (El Bajio) were the same, although statisti-
cally different from Los Mochomos population of A. rhodacantha.
Plant karyotypes of two populations of A. angustifolia from Los Mo-
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chomos and El Chorro, showed the same cytotype (48m + 2 sm + 6st
+ 4t), which was different in El Bajio (42m + 4sm + 10st + 4t). The
two populations of A. rhodacantha showed the same karyotype (40m
+ 6sm + 4st + 10t). The total genome length (LTG) and asymmetry
index (TF %) varied significantly among populations of both species,
except LTG among A. rhodacantha populations. LTG values were
larger in A. rhodacantha as compared to A. angustifolia, while the
contrary occurred with TF %. These results are considered basic in-
formation to develop biotechnological and breeding approaches for
both species.

Index words: Agave angustifolia, A. rhodacantha, flow cytometry,
nuclear DNA content, karyotype, cytotype.

INTRODUCCION

El género Agave estd conformado por 200 especies y
47 categorias infraespecificas, de las cuales 186 taxones se
distribuyen en la Republica Mexicana (Garcia-Mendoza,
2002). En Sonora se encuentran 26 especies, 4 subespecies
y 4 variedades nativas de Agave (Gentry, 1982). Dentro de
esta diversidad destaca A. angustifolia Haw., utilizada du-
rante siglos en la elaboracion de “bacanora”, bebida alco-
holica tradicional de Sonora, cuya manufactura actualmen-
te representa una alternativa econémica de alto potencial
para las comunidades serranas. Esta especie es la tnica
reconocida en la Denominacién de Origen del Bacanora.
Sin embargo, como la materia prima es de origen silvestre,
existe poca claridad y control de las variantes genotipicas y
fenotipicas utilizadas, o aiin mais, si el material empleado
por los productores de la bebida es un tax6n tnico. En es-
tudios de campo realizados por los autores del presente
trabajo, recientemente se observo el uso de A. rhodacantha
Trel. en Nacori Chico, Sonora. Segin Gentry (1982), esta
Ultima tiene una distribucion restringida hacia el sur de
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Sonora, mientras que A. angustifolia crece en un area mas
amplia desde el sur hasta el noroeste, e incluye parte de la
sierra alta del estado (noreste). De lo anterior se desprende
la necesidad de hacer un inventario para actualizar el co-
nocimiento sobre la diversidad y distribuciéon de agaves en
Sonora, asi como una evaluacién de la variabilidad presen-
te en estos recursos fitogenéticos, con fines de conserva-
cién, mejoramiento y aprovechamiento mas eficiente.

La diversidad genética puede medirse mediante la va-
riacién en la secuencia y nimero de nucleétidos del ADN,
la cantidad o el tamafio del ADN nuclear y el nimero y
estructura de los cromosomas. Numerosas investigaciones
han demostrado que la variacion en el tamafio del genoma
tiene significado adaptativo e influye sobre el fenotipo de
dos formas, en la expresién de su contenido génico y en
los efectos fisicos de su masa o volumen (Bennett y Leitch,
1995; Arumuganathan ef al., 1999; Bonos ez al., 2002). El
término nucleotipo se emplea para definir aquellos aspec-
tos del ADN nuclear que afectan el fenotipo, independien-
temente de la informacién codificada contenida en los ge-
nes. El contenido de ADN de una especie vegetal se refie-
re a la cuantificacién del tamafio del genoma en pg, su
composicion en millones de pares de bases de nucledtidos
(Mpb) y la deteccién de poliploides. El valor 1Cx corres-
ponde al contenido de ADN en Mpb del genoma con ni-
mero cromosémico x (Greilhuber et al., 2005) y es util
para hacer comparaciones en especies poliploides de Aga-
ve. El uso de la informacién relativa al tamafio del genoma
es muy variada e incluye diversos campos de interés como
la biologia molecular y celular, ecologia, fitogeografia y
sistematica. Algunas comparaciones en la cantidad de
ADN nuclear han sido ttiles en estudios citotaxondmicos y
evolutivos (Bonos et al., 2002).

Las especies de Agave presentan cariotipos bimodales
formados de un grupo de cinco pares de cromosomas
grandes y 25 pequefios, en los cuales se ha llevado a cabo
un proceso de evolucién natural llamado “orto-seleccion”.
Este consiste en la amplificacién de regiones de ADN que
no codifican genes, en sitios distribuidos entre las regiones
de entrecruzamiento en los cromosomas del complemento.
Este proceso da como resultado un nimero basico (x) uni-
forme y cariotipos en los que se mantiene el grupo de
cromosomas grandes y pequefios (Brandham y Doherty,
1998). Castorena-Sanchez et al. (1991), al analizar el ca-
riotipo de cinco taxones diploides y poliploides de Agave,
observaron que, independientemente de la poliploidia, se
mantienen los cariotipos bimodales, y plantean que el pro-
ceso de especiacion en Agave se debid a rearreglos estruc-
turales y a mutaciones puntuales en el grupo de cromoso-
mas pequefios del complemento.
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Se han realizado estudios sobre el contenido de ADN
nuclear en diferentes especies de Agave (Banerjee y Shar-
ma, 1987; Cavallini et al., 1996; Zonneveld, 2003; Palo-
mino et al., 2003, 2005), como un criterio para conocer
sus relaciones filogenéticas o para detectar niveles de va-
riabilidad inter e intraespecifica. El género Agave tiene un
nimero cromosomico basico x = 30; este valor se ha con-
firmado a través de la observacién de 30 bivalentes en me-
tafase 1 de la meiosis, en varios taxones de maguey
(Brandham, 1969; Pinkava y Baker, 1985; Ruvalcava-Ruiz
y Rodriguez-Garay, 2002). El valor de x = 30 del género
Agave podria considerarse alto y corresponder a un paleo-
poliploide, un poliploide secundario, o haberse originado
de un poliploide intragenérico (Pinkava y Baker, 1985).

Las especies de Agave muestran varios niveles de ploi-
dia, desde diploides (2x) hasta octoploides (8x) y el conte-
nido 2C de ADN nuclear en plantas diploides es de 8 pg
aproximadamente. Palomino er al. (2003) determinaron
mediante citometria de flujo el tamafio del ADN gendmico
en ocho variedades de A. tequilana Weber, y encontraron
una relacién especifica entre el nivel de ploidia y el conte-
nido de ADN. Posteriormente, al estudiar el tamaifio del
genoma de dos poblaciones de A. angustifolia de Oaxaca,
Palomino et al. (2005) observaron una poblacién diploide
(2n = 2x = 60) y otra triploide (2n = 3x =90), con dife-
rencias en la proporcion y tipos de cromosomas en sus ca-
riotipos, con lo cual corroboraron la presencia de citotipos
poliploides estructurales en A. angustifolia; estos autores
observaron también diferencias significativas (P < 0.001)
entre el tamafio del genoma de los dos citotipos.

Recientemente, Barraza-Morales et al. (2006) estudia-
ron la variablidad genética de A. angustifolia mediante
AFLP, en tres municipios de la sierra de Sonora: Bacano-
ra, Bacadéhuachi y Nacori Chico. Los indices de similitud
inter e intrapoblacionales oscilaron de 0.749 a 0.786 y de
0.800 a 0.827, respectivamente. La mayor distancia gené-
tica (0.106 y 0.093) se encontré en la poblacion de Nacori
Chico donde la variabilidad promedio intrapoblacional fue
de 0.26. Estos resultados permitieron definir el area de
muestreo del presente estudio.

La variabilidad morfolégica y genética encontrada en
A. angustifolia y A. rhodacantha, tavorecen la posibilidad
de seleccionar en estas poblaciones silvestres de maguey,
biotipos élite con caracteristicas utiles que puedan em-
plearse en programas de mejoramiento genético y biotec-
nologia. En este estudio se utilizé la citometria de flujo y
el anilisis de los cromosomas para cuantificar la variacién
inter e intraespecifica en el tamafio del genoma, su compo-
sicion de nucledtidos (Mpb), el nivel de ploidia y la estruc-
tura de los cariotipos de tres poblaciones silvestres de A.



MORENO, ESQUEDA MARTINEZ Y PALOMINO

angustifolia y dos de A. rhodacantha localizadas en Nacori
Chico, Sonora.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y sitios de muestreo

Los especimenes estudiados provienen de tres pobla-
ciones silvestres de A. angustifolia: El Bajio (29°47°28”
LN, 109°00°28” LO), Los Mochomos (29°55°58” LN,
108°60°04” LO), y El Chorro (29°42°45” LN,
109°08°21” LO), y dos poblaciones de A. rhodacantha
(colectadas en El Bajio y Los Mochomos), localizadas en
el municipio de Néacori Chico, Sonora. Las areas de estu-
dio presentan un clima semiseco semicalido, una altitud de
900 a 1600 m, pendientes de 2 a 17 grados, en mesetas y
pequefios lomerios; los agaves estdn asociados principal-
mente con plantas arbdreas y arbustivas que componen el
matorral subtropical. Los suelos contienen niveles pobres
de fésforo, nitrégeno y materia organica. Las especies de
agave crecen de forma simpatrica; el mecanismo aislante
probablemente sea mas de tipo genético que ecoldgico, ya
que los microambientes tienen poca variacion. La distribu-
cion parece dirigida hacia una reduccion en la competencia
y reforzamiento en la segregacién genética.

Tamaiio de muestra

Con base en el método de cuadrantes al azar, en cada
sitio se trazaron tres 4reas de 50 x 100 m (5000 m?), se
contaron los agaves para estimar su poblacién total y el
nimero de éstos en fase adulta (altura > 1 m). Se determi-
nd un tamafio de muestra representativo, con 10 % del to-
tal de individuos adultos. Con estas consideraciones se co-
lectaron 10 hijuelos en cada sitio. Para el anlisis cromo-
sémico se utilizaron de 2 a 5 individuos por poblacién.

Determinacién del tamaiio de genoma
y nivel de ploidia

La determinacion del tamafio de genoma, nivel de ploi-
dia y anilisis de los cromosomas se realizaron en el Labo-
ratorio de Citogenética, Jardin Botinico del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.
Se analizaron en nucleos aislados de la parte basal interna
de la hoja central, proveniente de cada uno de los 50 hijue-
los colectados. En todos los casos las determinaciones se
hicieron por triplicado, con plantas de maiz (Zea mays cv.
CE-777) como referencia (2C-ADN = 5.433 pg) (Dolezel
et al., 1998). Se cuantifico el 2C-ADN en picogramos
(pg), su composiciéon (1Cx) (Mpb) y el nivel de ploidia por
citometria de flujo (CF). Se empled un equipo Partec CA
II (Partec GBMH) previamente alineado con nicleos de
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eritrocitos de pollo (Palomino et al., 2003). La potencia
del CF se ajustd para que el histograma de los niicleos del
maiz, apareciera en el canal 50 de la pantalla del aparato, a
fin de asegurar las condiciones dptimas del equipo.

La extraccién de los nicleos de las plantas se llevo a
cabo de acuerdo con la metodologia propuesta por Otto
(1990), y las modificaciones sugeridas por Dolezel y
Gohde (1995). En una caja Petri de 11 cm de didmetro,
que contenia 1 mL de la solucién de Otto-1 (4cido citrico
0.1 My 0.5 % de Tween 20 ®), se colocaron de 70 a 100
mg de tejido foliar de A. angustifolia o de A. rhodacantha
y de 20 a 25 mg de Zea mays. El material se pic6 finamen-
te con una navaja de rasurar y se filtré a través de una ma-
lla de nilén de 50 um para separar la suspensiéon de ni-
cleos del material grueso. La suspensiéon de niicleos se in-
cubd por 10 min a temperatura ambiente; después se cen-
trifugé a 90 g por 3 min, se elimind el sobrenadante y se
resuspendieron en 1 mL de la solucién de Otto-1, para
volver a centrifugarse en las condiciones ya descritas.
Nuevamente se elimind el sobrenadante y los nicleos se
resuspendieron en 0.5 mL de Otto-1, se adicionaron 2 mL
de la solucién de Otto-2 (0.4 M de Na2HSOs) y se agrega-
ron enseguida 125 puLL de ARNasa e igual cantidad de yo-
duro de propidio, para su analisis inmediato en el CF.

En cada muestra se analizaron al menos 10000 nud-
cleos. Las medias y los coeficientes de variaciéon (CV) de
los histogramas generados por el CF, se calcularon con el
programa DPAC (Partec GMBH). Para la validacién de
las repeticiones, el CV de cada histograma fue menor de 5
% (Dolezel, 1997). El tamano del genoma se calculé me-
diante la férmula:

2C ADN de Agave = Media histograma G / G| de Agave

Media histograma Gy / G| planta de referencia

x 2C ADN planta de referencia (pg)

La composicién de nucleétidos (1Cx) de los genomas
se obtuvo con la siguiente relaciéon: 1 pg de ADN = 980
Mpb (Bennett et al., 2000).

Conteo y andlisis de cromosomas mitéticos

La observacion y clasificaciéon de los cromosomas se
hizo de acuerdo con la metodologia propuesta por Palomi-
no et al. (2005). Para corroborar el nivel de ploidia se
cuantific6 el nimero de cromosomas a partir de células
meristematicas de raices en metafase mitdtica, recolectadas
entre las 7:00 y 8:00 am. Las raices se lavaron con agua
corriente y se depositaron en una solucién mitostética de 8-
hidroxiquinoleina 0.002 M y se mantuvieron en ella, en
oscuridad, por 6 h a 18 °C. Los 4pices radicales se fijaron
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por 24 h en reactivo de Farmer (alcohol etilico 96 % y
acido acético glacial, 3:1 v/v). Después de la fijacion las
raices se hidrolizaron en una solucién de HC1 1 N a 60
°C, durante 15 min. Posteriormente los cromosomas se
tifieron con el reactivo de Schiff (Feulgen) durante 15 min
a temperatura ambiente y en obscuridad.

Las células mit6ticas se observaron al microscopio 6p-
tico, en un segmento de meristemo de aproximadamente
0.5 mm colocado sobre un portaobjetos, se le afiadi6 una
gota de propiono-orceina 1.8 % y se le colocé el cubreob-
jetos; posteriormente se golpeé suavemente, con la punta
de unas pinzas, hasta esparcir el tejido. Cuando se obser-
varon células en metafase mitdtica, se procedi6 a dejarlas
en un solo plano (horizontal), mediante presién sobre el
cubreobjetos. Las laminillas se hicieron permanentes con
el método del hielo seco, se deshidrataron en alcohol etili-
co (96 %) y se montaron en balsamo de Canada. Una vez
obtenida la preparacion se selecciond, fotografié y cuanti-
fic6 el nimero de cromosomas, seleccionando exclusiva-
mente las células donde los cromosomas se observaran con
buena tincién, bien separados y en un solo plano. Estos
criterios estrictos de seleccion aunado a problemas de en-
raizamiento de los hijuelos, limitaron el tamafio de la
muestra. Se estudiaron 11 individuos de A. angustifolia: El
Bajio (4), Los Mochomos (2) y El Chorro (5), y ocho de
A. rhodacantha: El Bajio (4) y Los Mochomos (4), y se
analizaron de 1 a 2 células por organismo. Las fotomicro-
grafias se obtuvieron en un fotomicroscopio Carl Zeiss ti-
po II, con el objetivo 100 x y un optobar de 1.25 um.

Medicion, clasificacion de cromosomas y
elaboracion de idiogramas

La medicién y clasificacién de cromosomas se hizo se-
gun los criterios de Levan et al. (1964). La medicion de la
longitud total, de brazos cortos y largos de cada cromoso-
ma, se hizo directamente en las fotografias; se obtuvieron
los valores promedio de cinco células por poblacién y se
elabord el idiograma correspondiente, y los cromosomas se
ordenaron en parejas de homdlogos, en forma decreciente
y de acuerdo con la posicion del centrémero. También se
estableci6 la longitud total del genoma (LTG) y el indice
de asimetria TF % (Gupta y Gupta, 1978), a través de la
formula:

Longitud total de los brazos cortos de los cromosomas X

TF%= 100

Longitutd total de los cromosomas
Analisis estadistico
Se hizo un anélisis de varianza (ANOVA) bajo un dise-

fio anidado desbalanceado para evaluar la significancia es-
tadistica entre los valores promedio del tamafio del genoma
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(pg), en las diferentes poblaciones de Agave estudiadas. Se
evaluaron las dos especies como primer nivel, las pobla-
ciones o sitios de colecta anidadas dentro de las especies y
las plantas dentro de los sitios. Un disefio similar se em-
pleé para evaluar las diferencias entre los valores de la
LTG y el TF % del complemento cromosémico total de las
plantas. Para la realizacion de estos andlisis se utiliz6 el
programa NCSS versién 2001 (Hintze, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Variacion en el tamafio de ADN genéomico
y nivel de ploidia

La Figura 1 muestra los histogramas caracteristicos
obtenidos en el andlisis del contenido nuclear de ADN en
las plantas de Agave angustifolia y Agave rhodacantha
provenientes de El Bajio. El histograma ajustado en el ca-
nal 50, representa el contenido 2C-ADN de los nicleos de
maiz en fase Go/Gi; el de menor tamafio que aparece en el
canal 100, indica los nicleos de maiz en la fase G2, con un
contenido 4C-ADN. Todos los histogramas comprendidos
entre los canales 77 y 84, corresponden a niicleos de A.
angustifolia o A. rhodacantha diploides, en fase Go/Gi. En
todas las muestras, la cantidad de nicleos de Agave spp.
en fase Gz (canales 154 a 168) fueron escasos. Similarmen-
te, Palomino et al. (2003) no observaron nicleos con un
contenido mayor a 4C-ADN, en A. tequilana, lo cual in-
dica la ausencia de endopoliploidia.

Todas las plantas colectadas en los tres sitios fueron di-
ploides 2n = 2x = 60). En promedio, el contenido de
ADN nuclear y la composicién del genoma fue igual en A.
angustifolia 2C-ADN = 8.499 pg y 1Cx = 4165) que en
A. rhodacantha (2C-ADN = 8.415 pgy 1Cx = 4124), ya
que el analisis estadistico revelé que no hubo diferencias
significativas. Sin embargo, aunque A. angustifolia, no va-
rié entre localidades, si se encontrd diferencia entre las dos
poblaciones de A. rhodacantha. La poblacién de A. rhoda-
cantha de Los Mochomos tuvo valores menores
(P < 0.05) en estos parametros: 2C-ADN = 8.326 pg y
1Cx = 4080 (Cuadro 1).

De los 247 taxones de Agave se ha analizado el tamafio
del genoma en 26, y son diploides la mayoria de ellos. En
todos estos estudios se ha observado variacion en la canti-
dad de 2C-ADN, desde 6.0 pg en A. fourcroydes Lem.
hasta 9.6 pg en A. deserti Engelm. (Palomino et al.,
2005). Los promedios obtenidos en el contenido de 2C-
ADN y el tamafio del genoma 1Cx, concuerdan con lo re-
gistrado para una poblacion diploide de A. angustifolia de
Oaxaca, México, cuyos valores promedio fueron de 8.477
pg y 4139 Mpb para 2C-ADN y 1Cx, respectivamente
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Figura 1. Estimacion del contenido de ADN nuclear en picogramos por citometria de flujo. (A) Los histogramas 1y 3 representan los niicleos en G1y Gz de
Zea mays (planta de referencia) y el histograma 2, los niicleos en Gi de A. angustifolia diploide (2n=2x=60) de la poblacion de El Bajio. (B) Los histo-
gramas 1y 3 representan los niicleos en Gi1y G2 de Zea mays y el histograma 2 los niicleos en Gi de A. rhodacantha (2n = 2x = 60) de la poblacion de El
Bajio. Niimero de niicleos por individuo X = 30 000.

Cuadro 1. Contenido de ADN nuclear y tamario del genoma en Agave angustifolia y Agave rhodacantha.

Especie Localidad Nivel de ploidia Contenido de 2C ADN * EE Tamaiio del genoma 1Cx
(pg™) (Mpb**)

A. angustifolia El Bajio 2x = 60 8.514£0.032 a 4172 a

A. angustifolia Los Mochomos 2x = 60 8.479 £0.030 a 4155 a

A. angustifolia El Chorro 2x = 60 8.505 £ 0.028 a 4167 a

Promedio 8.499 + 0.030 4165

A. rhodacantha El Bajio 2x = 60 8.504 £ 0.093 a 4167 a

A. rhodacantha Los Mochomos 2x = 60 8.326 £0.037b 4080 b

Promedio 8.415 + 0.065 4124

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05); EE = Error estandar.
* = Picogramos; ** = Millones de pares de bases.
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(Palomino et al., 2005). Sin embargo, son superiores a los
promedios observados para esta especie (2C-ADN = 7.0)
por Finch y Osborne (1990) y Cavallini et al. (1996) para
A. angustifolia var. marginata (2C-ADN = 8.0 pg). Estas
diferencias probablemente sean debidas a que en estos 1l-
timos se utilizaron otras plantas de referencia. El contenido
total de ADN en los diploides de Oaxaca (8.477 pg) fue
significativamente menor que el de los triploides (12.420
pg). El valor 1Cx de diploides: 4139 Mpb (8.477 pg / 2 x
980 Mpb = 4139 Mpb) aumentd significativamente en
comparacion con los triploides: 4057 Mpb (12.420 pg / 3
x 980 Mpb = 4057 Mpb). Los valores de ambas variables
para la poblacién diploide, resultaron ligeramente inferio-
res a las tres poblaciones de A. angustifolia aqui estudia-
das.

Palomino et al. (2003) analizaron el tamafio de genoma
de ocho variedades de Agave tequilana mediante CF, y en-
contraron seis diploides (2n = 2x = 60, 2C-ADN =
8.304-8.517 pg), una triploide (2n = 3x = 90, 2C-ADN
= 12.513 pg) y otra con plantas tetraploides (2n = 4x =
120, 2C-ADN = 16.01 pg) y pentaploides 2n = 2x =
150, 2C-ADN = 20.11 pg). Los valores de 2C-ADN reve-
laron una relacion entre el nivel de ploidia y el contenido
de ADN. Los valores 2C-ADN y 1Cx obtenidos en el pre-
sente trabajo para A. angustifolia y A. rhodacantha proce-
dente de El Bajio, resultaron similares a la variedad di-
ploide ‘Pata de mula’ de A. fequilana, pero superiores a
los determinados para las variedades diploides de esta
misma especie: ‘Linefio’, ‘Azul Listado’, ‘Azul’, ‘Morale-
fo’ y ‘Xingiiin’, cuyos valores resultaron mas cercanos al
de A. rhodacantha procedente de Los Mochomos.

Todas estas investigaciones establecen que los valores
2C-ADN y 1Cx son de utilidad para diferenciar especies
de un mismo género y los niveles de ploidia (citotipos nu-
méricos) de una misma especie. Ain mas, como en el caso
de A. tequilana, pueden utilizarse para distinguir entre va-
riedades de una especie con el mismo nimero de cromo-
somas, resultado similar a lo aqui observado para las po-
blaciones de A. rhodacantha (2n = 60) de El Bajio y Los
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Mochomos. Sin embargo, esto no ocurri6 entre las pobla-
ciones de A. angustifolia (Cuadro 1).

Analisis cariotipico

Todas las plantas de A. angustifolia y A. rhodacantha
estudiadas fueron diploides 2n = 2x = 60. Los cariotipos
mostraron 5 pares de cromosomas largos y 25 pares de
cromosomas pequefios (Cuadro 3; Figuras 2, 3 y 4), que
corresponden a cariotipos bimodales, caracteristicos del
género Agave, independientemente del nivel de ploidia
(Pinkava y Baker, 1985; Banerjee y Sharma, 1988, 1989;
Castorena-Sanchez et al., 1991; Palomino et al., 2005).
Estos autores también observaron que en Agave existen
diferencias grandes en la estructura de los cromosomas a
nivel inter o intraespecifico.

En este trabajo se determinaron dos citotipos estructu-
rales para A. angustifolia. Las plantas de Los Mochomos y
El Chorro presentaron un citotipo similar que correspondi6
a 48m + 2sm + 6st + 4t, diferente del encontrado en las
plantas colectadas en El Bajio que mostraron otro citotipo
formado por 42m + 4sm + 10st + 4t. Ambos citotipos
variaron en la proporcién de cromosomas pequefios meta-
céntricos, submetacéntricos y subtelocéntricos, pero fueron
similares en la morfologia de sus cromosomas largos
(Cuadros 2 y 3). Esto resulta congruente al considerar que
las poblaciones estudiadas en Los Mochomos y El Chorro
se encuentran a 2.02 km de distancia entre ellas y presen-
tan el mismo citotipo, mientras que la poblacion de El Ba-
jio que presenta el otro citotipo, se localiza a 8.27 km de
Los Mochomos y a 9.66 km de El Chorro. La distancia
entre las poblaciones mas las barreras fisicas como cerros
y vegetacion, son factores que impiden el flujo génico en-
tre ellas y causan el aislamiento biogeografico o reproduc-
tivo, y facilitan la diferenciacién de las poblaciones debido
a la deriva genética.

Cuadro 2. Andlisis cariotipico de las poblaciones de Agave angustifolia y Agave rhodacantha (2n = 2x = 60).

Intervalo de longi-

Longitud total del Indice de asimetria

Especie Localidad Férmula cariotipica tud de los cromo- ConstrlcC{on genoma (um) (TF %)
secundaria d Y d
somas (um) X L+ EE X + EE
A. angustifolia El Bajio 42m+4sm+ 10st+4t 1.11-6.30 2t 137.4 £ 0.6 ¢ 32.6 £ 03¢
A. angustifolia Los Mochomos 48m+2sm+6st+4t 1.11-4.81 2t 113.7 £ 0.6 a 35,5 +£0.3d
A. angustifolia El Chorro 48m+2sm+ 6st+4t 1.11-5.93 2t 129.6 £+ 0.5b 335+ 03¢
A. rhodacantha El Bajio 40m+6sm+4st+ 10t 0.92-5.56 2st 140.3 + 0.6d 29.6 £+ 0.3b
A. rhodacantha Los Mochomos ~ 40m+6sm+4st+ 10t 0.93-5.93 2st 142.7 £ 0.6 d 279 £ 03a

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.01); EE = Error estandar.

18



MORENO, ESQUEDA MARTINEZ Y PALOMINO

'0’ &"‘

y 4 ! v
' ) ’ M
‘ ‘ v
* s #
.' ‘ L l-.
,
" . *
L é
A L ' 8 10um
|
II st st sm m m m
4 5 6 7 g8 9 10

B ||||IIIII e
TH TN ELLLEL

m m m m m
11 12 13 141 6 17 18 19 2

HE NN EE NN NN AN DR AEER EN
EEERER ER ER NN II n mmn
m m m m m

m
21 2 23 A4 25 26 27 28 29 30
5um
|

Figura 2. Citotipo de Agave angustifolia (2n = 2x = 60). (A) Célula con
cromosomas metafdsicos. (B) Idiograma con una férmula cariotipica de
48m + 2sm + 6st + 4t de la poblacion de El Chorro. Las flechas y nii-
meros indican el par de cromosomas homélogos con constricciones se-
cundarias en los brazos largos.
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Figura 3. Citotipo de Agave angustifolia (2n = 2x = 60). (A) Célula con
cromosomas metafdsicos. (B) Idiograma con una férmula cariotipica de
42m + 4sm + 10st + 4t de la poblacion de El Bajio. Las flechas y nii-
meros indican el par de cromosomas homdlogos con constricciones se-
cundarias en los brazos largos.
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Figura 4. Cariotipo de Agave rhodacantha (2n = 2x = 60). (A) Célula
con cromosomas metafasicos. (B) Idiograma con una formula cariotipica
de 40m + 6sm + 4st + 10t de la poblacion de El Bajio. Las flechas y
numeros indican el par de cromosomas homélogos con constricciones
secundarias en los brazos largos.
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Castorena-Sanchez et al. (1991) determinaron el nime-
ro de cromosomas y la variacidon cariotipica en cuatro
taxones de la Seccion Rigidae: Agave fourcroydes (5x =
150), A. angustifolia (6x = 180), A. angustifolia var.
marginata 2x = 60) y A. tequilana (2x = 60), ademas de
dos taxones de la Seccion Sisalanae: A. sisalana (2x = 60)
y el hibrido 11648 por retrocruza entre A. amaniensis X A.
angustifolia (X A. amaniensis) (2x = 60). El anilisis de
las férmulas cariotipicas les permiti establecer que, aun
cuando se mantiene la proporcién de 5 cromosomas largos
(todos acrocéntricos, uno de ellos con una constriccion se-
cundaria) y 25 cortos, existen diferencias entre especies,
sobre todo en la proporcion de subtelocéntricos, metacén-
tricos y submetacéntricos en los cromosomas cortos. Estos
autores analizaron cinco individuos por poblacién y varias
células por espécimen (nimero no especificado), sin ob-
servar variaciones en un mismo Organismo ni entre ejem-
plares de la misma poblacion. Esta consistencia en los ca-
riotipos también se encontrd en una investigacion que de-
sarrollaron algunos autores del presente trabajo (GP y JM,
datos no publicados), con ocho variedades de A. tequilana,
y utilizando de tres a cinco plantas por poblacién y tres a
nueve células por individuo. Con base en estos anteceden-
tes, en el presente trabajo se considera que el nimero de
individuos evaluados indica el cariotipo de las poblaciones
de A. angustifolia y A. rhodacantha en los sitios de El Ba-
jio, Los Mochomos y El Chorro, con excepcién de la pri-
mera especie en Los Mochomos, ya que s6lo se estudiaron
dos individuos. Asi mismo, el indice de similitud obtenido
en la sierra alta de Sonora para A. angustifolia, mediante
marcadores moleculares AFLPs (Barraza-Morales et al.,
2006), sefialan una prevalencia de mecanismos de propa-
gacion asexual que favorece una menor variacion en los
cariotipos.

Las dos poblaciones de A. rhodacantha evaluadas pre-
sentaron el mismo cariotipo con 40m + 6sm + 4st + 10t,
diferente al de los dos citotipos encontrados en las tres po-
blaciones de A. angustifolia. Las diferencias son evidentes
debido a que los citotipos de A. angustifolia presentan dos
cromosomas largos telocéntricos con constricciones secun-
darias, dos cromosomas largos telocéntricos sin constric-
ciones secundarias y seis cromosomas largos subtelocéntri-
COS y No presentan cromosomas cortos telocéntricos, mien-
tras que el genoma de A. rhodacantha presenta dos cromo-
somas largos subtelocéntricos con constricciones secunda-
rias (Crom. 3), ocho cromosomas largos telocéntricos y
dos cromosomas cortos telocéntricos (Crom. 6 y 9). Ade-
mas, muestran diferencias en las proporciones de cromo-
somas cortos submetacéntricos y metacéntricos (Cuadros 2
y 3; Figura 2).

Se encontraron diferencias significativas en los valores
de LTG y TF % del complemento cromosémico entre
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Cuadro 3. Longitudes promedio (um) totales y de los brazos largos de cromosomas en metafase mitdtica de poblaciones de A. angustifolia y A. rhodacantha
de Sonora, México.

Especie
A. angustifolia A. rhodacantha
Cromosoma El Bajio Mochomos El Chorro El Bajio Mochomos
LT LBL LT LBL LT LBL LT LBL LT LBL
1 6.30  5.56 4.81 4.44 5.93 5.37 556  5.00 5.93 5.37
2 5.56 4.63 4.63 3.70 5.93 5.00 5.56 5.00 5.93 5.26
3 519 4.6 4.37 4.00 556  5.00 556 4.8 5.93 5.12
4 519  4.26 4.07 3.33 519 445 519  4.63 5.56 5.19
5 4.81 4.26 4.07 3.33 4.44 3.70 4.81 4.25 5.19 4.82
6 259 222 2.22 1.48 2.96 1.85 333 2.9 3.33 2.96
7 2,59 2.03 1.86 0.93 2.22 1.11 296  2.03 2.59 1.85
8 1.85 1.30 1.86 0.93 2.04 1.04 2.96 2.03 2.59 1.85
9 2.22 1.1 2.22 1.11 2.04 1.04 2.22 1.85 2.22 1.85
10 2.22 1.11 1.48 0.74 2.04 1.04 2.22 1.48 222 1.48
11 1.85 0.93 1.48 0.74 1.85 0.93 2.22 1.29 2.22 1.29
12 1.85 0.93 1.48 0.74 1.85 0.93 2.22 1.29 2.22 1.29
13 1.85 0.93 1.48 0.74 1.66  0.85 1.85 093 1.85 0.93
14 1.85 0.93 1.48 0.74 1.66 0.85 1.85 0.93 1.67 0.86
15 1.85 0.93 1.48 0.74 1.66  0.85 1.85 0093 1.67 0.86
16 1.85 1.30 1.48 0.74 148 074 1.85 093 1.67 0.86
17 1.48  0.74 1.48 0.74 1.48  0.74 148  0.74 1.67 0.86
18 148 074 1.40 0.70 148 074 148  0.74 1.67 0.86
19 148 074 1.30 0.67 1.11 0.56 148  0.74 1.30 0.67
20 1.48  0.74 1.11 0.56 1.11 0.56 148  0.74 1.30 0.67
21 148  0.74 1.11 0.56 1.11 0.56 148  0.74 1.30 0.67
22 148 074 1.11 0.56 1.11 0.56 148  0.74 1.30 0.67
23 1.48  0.74 1.11 0.56 1.11 0.56 148  0.74 1.30 0.67
24 148 074 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.30 0.67
25 148  0.74 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.30 0.67
26 1.30 0.76 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.30 0.67
27 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.30 0.67
28 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.30 0.67
29 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.30 0.67
30 1.11 0.56 1.11 0.56 1.11 0.56 1.92 048 0.93 0.49
LT= Longitud total; LBL= Longitud de brazo largo.
las poblaciones estudiadas de ambas especies, con excep- (Cuadro 2) mientras que en el TF % ocurrié lo contrario.
ciéon de LTG entre las poblaciones de A. rhodacantha. También se observaron diferencias en el intervalo en la
LTG fue mayor en A. rhodacantha que en A. angustifolia longitud de los cromosomas. Estos resultados indican que
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el arreglo lineal de los genes en los cromosomas es dife-
rente en las dos especies y mas parecidos entre los dos ci-
totipos de A. angustifolia. Las poblaciones de A. angustifo-
lia de Oaxaca analizadas por Palomino ef al. (2005) pre-
sentaron dos citotipos diferentes; uno diploide
(2n=2x=60) y otro triploide (2n=3x=90), con valores
superiores en LTG y TF % al compararlos con las dos es-
pecies de Agave de Sonora aqui estudiadas. Palomino et al.
(2005) observaron diferencias significativas en la LTG,
LTG-1Cx (longitud total del genoma de grupo de cromo-
somas monoploide) y TF % entre los dos citotipos de A.
angustifolia provenientes de Oaxaca, con notables diferen-
cias en sus respectivas formulas cariotipicas.

Los resultados aqui descritos apoyan lo establecido en
investigaciones anteriores (Castorena-Sanchez et al., 1991;
Palomino et al., 2005) sobre la existencia de un proceso de
especiacion en los agaves debido a rearreglos cromosomi-
cos que corresponden a mutaciones heterocigdticas espon-
tineas, como deficiencias, translocaciones, fusiones y fi-
siones robertsonianas y a mutaciones puntuales en los cro-
mosomas de sus genomas, que han sido la causa de la va-
riacién de citotipos numéricos y estructurales, que son la
principal forma de evolucién en las especies de Agave,
aunque conservan sus cariotipos bimodales. La caracteri-
zacién del genoma (tamafio, composicion, nivel de ploidia
y cariotipo) en Agave, coadyuva en estudios sobre mejo-
ramiento genético (planeaciéon de cruzas), biotecnologia
(micropropagacion de plantas elite) y seleccion de plantas
con caracteristicas agronémicas sobresalientes (tallos de
peso elevado, tolerancia al estrés hidrico, alto contenido de
azucares).

CONCLUSIONES

Las diferencias observadas en el tamafio del genoma y
en los cariotipos dentro y entre las especies de Agave an-
gustifolia y A. rhodacantha, evidencian un proceso de es-
peciacion debido a rearreglos estructurales en el grupo de
cromosomas grandes y pequefios. Estos analisis permitie-
ron corroborar la presencia de citotipos estructurales en A.
angustifolia, aunque en A. rhodacantha se observo el
mismo citotipo. Estas investigaciones son basicas para
coadyuvar a esclarecer la taxonomia de Agave y a selec-
cionar biotipos con caracteristicas productivas deseables
para utilizarlos en programas de conservacion y mejora-
miento genético de la materia prima empleada en la pro-
duccion de bacanora.
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